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Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zur enzymatischen 
Herstellung von Oligodextranen, die bei der Produktion von 
Zuckerersatzstoffen brauchbar sind, sowie neue Oligodextrane. 

Aus GB-A-749 515 ist bekannt, Dextrane mit hohem Molekular- 
gewicht, hoher als eine Million herzustellen (Polymerisations 
grad hoher als 6000 Glucose-Einheiten) durch Einwirkung des 
Lactobakteriums Leuconostoc mesenteroides auf Saccharose. Nach 
Y. Mitsuishi et al.. Carbohydrate Research 127 (1984), 
S. 331-337, ist ferner bekannt, daB der Stamm NRRL B-1299 
dieses Bakteriums durch Fermentation Dextrane erzeugt, die 
a(l - 2)-glucosidische Bindungen enthalten, welche die Ver- 
zweigungsstellen dieser Dextrane bilden, und daB sich diese 
Dextrane enzymatisch hydrolysieren lassen, urn Oligosaccharide 
mit a(i — 2) -Bindungen zu ergeben. 

Paul et al. beschreiben ihrerseits in Carbohydrate Research 
149 (1986), S. 433-441, die Herstellung von Oligosacchariden 
durch Zusammenbringen von Saccharose mit Maltose in Gegenwart 
von Dextransucrase, bei der es sich urn eine Glucosyltransf era- 
se handelt, die von Kulturen des Stammes NRRL B-512F von Leu- 
conostoc mesenteroides gebildet wird. Die erzeugten Oligo- 
saccharide enthalten jedoch keine a(l - 2) -Bindungen. 

Vor der vorliegenden Erfindung war es jedoch nicht bekannt, 
die direkte enzymatische Synthese von Oligodextranen (Dextrane 
mit einem niederen Polymerisationsgrad) , die wenigstens eine 
a(l 2) -glucosidische Bindung enthalten, ausgehend von Sac- 
charose und einem Zucker durchzuf Uhern, der die aus Saccharose 
stammenden Glucose-Reste bindet. 

Es ist gerade das Ziel der vorliegenden Erfindung, ein solches 
Verfahren bereitzustellen. ■ 
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Speziell betriftt die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
von Oligodextranen, die eine a(l - 2 ) -glucosidische Bindung 
enthalten, entsprechend der allgemeinen Formel [O-a^D-Gluco- 
pyranosyl-(l — 2) ] [O-a-D-glucopyranosyl- ( 1 — 6) ]^A, worin A 
der Rest eines Glucose-bindenden Zuckers ist, ausgewMhlt aus 
Maltose, Isoinaltose, Isomaltotriose, a-Methylglucosid und Glu- 
cose, n den Wert 1, 2 oder 3 hat, die a(l 2) -glucosidische 
Bindung sich am nichtreduzierenden Ende befindet oder einen 
Verzweigungspunkt eines jeden Oligodextrans bildet, dadurch 
gekennzeichnet , da/i Saccharose und ein Glucose-bindender 
Zucker, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Maltose, Iso- 
maltose, Isomaltotriose, a-Methylglucosid und Glucose, in 
Gegenwart des Enzyms Glucosyltransf erase, gewonnen aus dem 
Stamm NRRL B-1299 des Lactobakteriums Leuconostoc mesentero- 
ides etwa 2 bis 48 h lang in waBrigem Milieu : zusammengebracht 
werden. 

Beziiglich neuer Produkte betrifft die Erfindung auch Oligo- 
dextrane entsprechend der allgemeinen Formel [O-a-D-Glucopyra- 
nosyl-(l -* 2) ] [0-a-D-glucopyranosyl-(l -* 6)]^A, worin A ein 
Maltose-Rest ist, n den Wert 1, 2 oder 3 hat, die a(l — 2)- 
glucosidische Bindung sich am nichtreduzierenden Ende befindet 
Oder einen Verzweigungspunkt eines jeden Oligodextrans bildet. 

Die mit Hilfe des erf indungsgemaBen Verfahrens hergestellten 
Oligodextrane, welche eine a(l 2) -glucosidische Bindung ent- 
halten, die sich an deren nicht-reduzierendem Ende befindet 
Oder die einen Verzweigungspunkt des Oligodextrans bildet, ob 
sie nun an sich neu sind oder nicht, sind besonderes bestandig 
gegentiber Hydrolyse durch Glucohydrolase-Enzyme wie etwa Endo- 
dextranase und Glucoamylase, was auf die Anwesenheit der sel- 
tenen a(l 2 ) -glucosidischen Bindung zuriickgeht, die sich an 
deren nicht-reduzierendem Ende befindet oder die einen Ver- 
zweigungspunkt des Oligodextrans bildet. 



Diese Eigenschaft macht sie brauchbar 
stoffe in Zuckerersat zstof f en , die im 



als Ballast- 
Menschen nur 



Oder Fiill- 
wenig oder 
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gar nicht metabolisiert werden. Sie konnen daher in kalorien- 
armen Nahrungsmittelzubereitungen verwendet werden, gemischt 
mit einem intensiven SuBstoff wie etwa Aspartam Oder der- 
gleichen. 

Die erf indungsgemafien Oliogosaccharide konnen auch Wachstum 
und Entwicklung gewisser Mikroorganismen fordern, die fiir die 
Darmflora giinstig sind. Diese Eigenschaft macht sie gleicher- 
mafien brauchbar als Zusatze bei der Tierernahrung (Zusatze bei 
der Tierzucht) wie auch bei der menschlichen Ernahrung (diete- 
tisch Oder nahrend) . 

Die Erfindung betrifft also auBerdem die Verwendung von Oligo- 
dextranen, die eine a(l 2 ) -glucosidische Bindung enthalten 
und der allgemeinen Formel [O-a-D-Glucopyranosyl- ( 1 2) ] [O-a- 
D-glucopyranosyl-(l - ^)]n^ entsprechen, worin A der Rest 
eines Glucose-bindenden Zuckers ist, ausgewahlt aus Maltose, 
Isomaltose, Isomaltotriose , a-Methylglucosid und Glucose, n 
den Wert 1, 2 oder 3 hat, die a(l 2 ) -glucosidische Bindung 
sich am nichtreduzierenden Ende befindet oder einen Verzwei- 
gungspunkt eines jeden Oligodextrans bildet, als Fullstoff in 
Zuckerersatzstof f en oder als Nahrungszusatze , die eine giinsti- 
ge Wirkung auf die Darmflora in Mensch und Tier ausuben. 

Wie vorstehend erwahnt, wird die enzymatische Synthesereaktion 
durchgefuhrt in Gegeriwart des Enzyms Glucosyltransf erase 
(E. C: 2 . 4 • 1 . 5) , das aus dem Stamm NRRL B-1299 des Bakteriums 
Leuconostoc mesenteroides gewonnen wird. Diese Reaktion laBt 
sich darstellen anhand der allgemeinen Gleichung: 

Glucosyl- 
transferase 

Saccharose + bindender Zucker ^ oligodextrane + Fructose 

Der Stamm NRRL B-1299 ist zu beziehen durch N.R.R.C (Northern 
Regional Research Center) , dessen Adresse wie folgt lautet: 
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Agricultural Research Service, U.S. Department of Agriculture, 
1815 North University Street, Peoria. Illinois 61604, USA. Er 
wurde Anfang der fiinfziger Jahre charakterisiert , ausgehend 
von einer Auswahl von Mikroorganismen , die aus dem Boden iso- 
liert worden waren. Er wird unter anderem in folgender Verof- 
fentlichung verzeichnet: "Characterization and Classification 
of dextrans from ninety^six strains of bacteria", A. Jeanes et 
al., (1954) J.Amer.Chem. Soc. 76, 5041-5052. 

Selbstverstandlich konnen anstelle des vorerwahnten Stammes 
auch andere Stamme verwendet werden, die aus diesem abgeleitet 
sind und erhalten werden durch klassische Mutagenese, d.h., 
durch Bestrahlung von Stammen oder Einwirkung von Chemikalien 
auf diese Stamme und anschlieBendes Kultivieren iiberlebender 
Individuen, oder erhalten werden durch Selektion natiirlicher 
Mutanten. Fur die Zwecke dieser Erfindung werden diese mutier- 
ten Stamme als gleichwertig beziiglich der vorerwahnten Stamme 
erachtet. 

Die Glucosyltiransf erase kann dadurch erhalten werden, daB der 
Stamm NRRL B-1299 des Lactobakter iums Leuconostoc mesenteroi- 
des in einem geeigneten Nahrmedium kultiviert wird, das ins- 
besondere Saccharose enthalt, so da/i die Produktion von Glu- 
cosyltransf erase erfolgt. Nach Wachstum der Bakterien wird die 
enzymatische Wirkung durch Zugabe von Polyethy lenglycol derart 
extrahiert, daft die verschiedenen Formen der Glucosyltrans- 
ferase gefallt und angereichert werden: Extrazellular , gebun- 
den an Zellen und unlosliche Polysaccharide, und intrazellu- 
lar. Dieses Enzympraparat enthalt also vollstandige Zellen von 
L. mesenteroides B-1299- Es lassen sich bekannte Methoden zum 
AufschlieBen der Zellen am Ende der Kultivierung anwenden, um 
einerseits die enzymatische Aktivitat zu erhohen, und anderer- 
seits die Zellen zu zerstoren [mechanisches Zerkleinern, An- 
wendung chemischer oder enzymat ischer Agenzien (Lysozym ,...)] • 
Diese Operation ist jedoch nicht unbedingt notwendig- Die Ent- 
ziehung der Enzymakt ivitat mit Polyethy lenglycol wird ein 
zweites Mai durchgef uhrt , nachdem der erste Niederschlag 
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(erhalten nach der ersten Extraktion) wiederauf geldst worden 
ist, zuin Beispiel mit Hilfe eines 20 mM Natriumacetat-Puf fers, 
PH 5,4, der 0,02 g/1 Calciumchlorid enthalt. Die zweite Fal- 
lung enthalt die gesamte Enzymaktivitat . Sie laBt sich in. kon- 
zentrierter Form ohne Aktivitatsverlust lyophilisieren oder 
gefrieren. Auch andere Reinigungsinethoden wie Zentrif ugation. 
Ultrafiltration oder chromatographische Verfahren lassen sich 
anwenden . 

Die enzyinatische Synthese der Oligodextrane wird durchgef iihrt 
mit Hilfe dieses EnzymprSparats oder einer Fraktion dieses 
Praparats, die einer bestimmten Enzymform entspricht (intra- 
zelluiares Enzym, nach AufschluB der Zellen extrazellulares 
Eiizym, gebunden an unlosliche Polymere, losliches extrazellu- 
lares Enzym) in Gegenwart von Saccharose, die das Substrat der 
Reaktion darstellt, und einem Zucker, von dem man weiB, dafl er 
als Bindungspartner fur Glucose fungieren kann, wie z.B. Mal- 
tose (Oder ein Maltose-reiches Material wie etwa Starkehydro- 
lysat) , Isomaltose, a-Methylglucosid, Isomaltotriose und Glu- 
cose (od^r ein Glucose-reiches Material wie etwa Starkehydro- 
lysat) . 

Als Hinweis moge dienen, daB die Reaktion durchgefuhrt werden 
kann zwischen 5 und 45oc, vorzugsweise zwischen etwa 20 und 
3 0»c. Der pH der Reaktion liegt zwischen 4,5 und 7, vorzugs- 
weise zwischen 5 und 6. Die Reaktionsdauer liegt gewohnlich 
zwischen etwa 2 und 48 h; sie hangt ab von der Konzentration 
des Enzyms im Synthesemedium . Vorzugsweise betragt die Enzym- 
konzentration 0,20 bis i E/ml, kann aber hoher sein, falls 
gewunscht. i Enzymeinheit (E) ist definiert als diejenige 
Enzymmenge, die notwendig ist, urn 1 timol Fructose pro Minute 
unter f olgenden Standardbedingungen zur Messung der Aktivitat 
zu bilden: 

Saccharose 100 g/1 

20 mM Natriumacetat-Puf fer, pH 5,2 
30°C. 
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Die Anteile an Saccharose und Glucose-bindendem Zucker sind 
nicht sonderlich kritisch. Als Hinweis moge dienen, dal3 eine 
Saccharose-Konzentration von 20 bis 600 g/1 und eine Konzen- 
tratlon an Glucose-bindendem Zucker von 10 bis 300 g/1 ein- 
gesetzt werden kann. Die hochsten Ausbeuten bei der Synthese 
von Oligodextranen werden erhalten, wenn das Verhaltnis von 
Saccharose-Konzentration, ausgedriickt in g/1, zur Konzentra- 
tion des Bindungspartners , ausgedriickt in g/1, zwischen 0,5 
und 10, vorzugsweise zwischen 2 und 4 liegt. 

Das Enzym kann entweder in freier Form eingesetzt werden 
(absatzweises Verfahren) , oder eingeschlossen im Innern eines 
vernetzten Gels (zum Beispiel Calciumalginat-Gel) , oder co- 
valent: gebunden auf einem unloslichen Trager. Liegt das Enzym 
fixiert vor, so kann es in einem geeigneten Reaktor (Festbett- 
reaktor, Fliefibettreaktor etc) zur kontinuierlichen Produk- 
tion von Oligodextranen eingesetzt werden. 

Nach Einwirkung des Enzyms kann das Reaktionsmedium mit Hilfe 
einer Methode der Hochleistungsf liissigkeitschromatographie 
(HPLC) im Umkehrphase zur Trennung der Oligodextrane analy- 
siert werden (zum Beispiel mit einer Mikro-Bondapack C18-Saule 
von Millipore-Waters) , wobei die Elution mit ultrareinem Was- 
ser Oder einer Mischung Wasser/Methanol [% Methanol zwischen 0 
und 6% (Vol. /Vol.)] durchgefuhrt wird. Diese quantitative 
Methode gestattet die Trennung aller Oligodextrane mit einem 
Polymerisationsgrad zwischen etwa 2 und 20. 

Die Bestimmung bei der Reaktion gebildeter reduzierender Zuk- 
ker laBt sich mit dem Reagens DNS (Natriumdinitrosalicylat in 
alkalischem Medium) vornehmen. 

Die erhaltene Reaktionsmischung umfa3t Oligodextrane, die we- 
nigstens eine a(l — 2 ) -glucosidische Bindung enthalten, Oligo- 
dextrane, die keine derartige Bindung enthalten, Fructose 
sowie Zucker, der unveranderte Glucose bindet. 
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Die Oligodextrane mit. a(l - 2 ) -glucosidischer Bindung konnen 
etwa 30 bis 55% der gesainten Oligodextrane ausmachen. 

Je nach Molmasse der gewiinschten Oligodextrane kann das Ver- 
fahren von Synthese und Reinigung angepafit werden. Insbeson- 
dere ist die mittlere Molmasse der Oligodextrane abhangig vom 
Verhaltnis Saccharose/Bindungspartner im Synthesemedium, und 
zwar ist sie umso hoher je grofler dieses Verhaltnis ist. Nach 
der synthese kann die Fructose im Reaktionsmedium belassen 
Oder mit Hilfe einer lonenaustauschchromatographie-Technik 
abgetrennt werden. 

Auch ist darauf zu verweisen, dafl zum Zweck der Erhohung des 
Anteils an Oligodextranen, die eine a (1 ^ 2) -Bindung enthal- 
ten, dem Synthesemedium bestimmte Zusatze beigegeben werden 
konnen wie bestimmte mit Wasser mischbare Losungsmittel wie 
etwa Polyether, z.B. Monoglyme, Diglyme etc., sowie bestimmte 
salze wie etwa Magnesiumchlorid, Calciumchlorid etc.. 

Vorteilhaft ist es, wenn man die Oligodextrane, die keine 
a(l - 2)-glucosidische Bindung enthalten, aus dem Reaktions- 
medium zu beseitigen wQnscht, letztere der Einwirkung von 
Hydrolasen zu unterwerfen wie etwa Glucoamylase von Aspergil- 
lus niger und/oder Endodextranase von Penicillium sp. , urn die 
Totalhydrolyse der Oligodextrane, die keine a(l 2) -Bindung 
enthalten, durchzufuhren. Dagegen widerstehen die Oligodextra- 
ne, die eine a(l 2) -Bindung enthalten, der Hydrolyse, beson- 
ders diejenigen mit einem Polymerisationsgrad von 4, 5, 6 und 
7 (abgekurzt D.P. 4, D.P. 5, D.P. 6 und D.P. 7) . Nach Einwir- 
kung der Hydrolasen enthalt das Reaktionsmedium Glucose, Fruc- 
tose und die Oligodextrane, die eine oder mehrere a('i -* 2)- 
Bindungen enthalten. Glucose und Fructose konnen, falls ge- 
wunscht, von den Oligodextranen durch Chromatographie abge- 
trennt werden, zum Beispiel mit Hilfe eines Kationenaus- 
tauscherharzes in der Calcium-Form. Die die Oligodextrane ent- 
haltenden Fraktionen werden unter vrmindertem Druck eingeengt, 
demineralisiert, uber Aktivkohle filtriert und dann durch 
Lyophilisieren oder Zerstauben getrocknet. Das Endprodukt be- 
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sitzt das Aussehen eines wei/3en Pulvers, ist leicht loslich in 
nichtgezuckertem Wasser (Loslichkeit 70% Gew./Gew.)/ zeigt 
neutralen pH und enthalt 95 Gew.-% Oder mehr an Oligodextra- 
nen, die eine oder mehrere a(l 2)-Bindungen enthalten. 

Die folgenden, nicht einschrankenden Beispiele werden gegeben, 
um die vorliegende Erfindung waiter zu veranschaulichen . 

BEISPIEL 1 

(a) Herstellung und Reinigung von Glucosvltransf erase von 
L. Tnesenteroides B-1299 

Der Stamm L. mesenteroides B-1299 wird in lyophilisierter oder 
in Gegenwart von 10% (Vol •/Vol.) Glycerin gefrorener Form auf— 
bewahrt. 

Er wird in folgendem Kulturmedium kultiviert (Standardmedium) : 

- Saccharose: 40 g/1 
Hefeextrakt: 20 g/1 

Dikaliumphosphat : 20 g/1 ( zugesetzt in Form einer Losung, 
deren pH mittels reiner Orthophosphorsaure auf 6,9 einge- 
stellt worden ist) 

- Magnesiumsulf at • 7H2O: 0,2 g/1 
Mangansulfat • H^O: 0,01 g/1 
Calciumchlorid • 2H2O: 0,02 g/1 
Natriumchlorid : 0,01 g/1 
Eisensulf at • TH^O: 0,01 g/1, 

Der pH des Kulturmediums betragt 6,9. Das Kulturmedium und die 
Monokaliumphosphat-Losung sind vorher durch Hitze sterilisiert 
worden (121**C, 20 min) . Wird der pH wahrend des Kultivierens 
nicht reguliert, so wird das Medium je nach Wachstum der Bak- 
terien saurer. Am Ende des Kultivierens kann der pH 4,5 er- 
reichen. Vorzugsweise wird der pH auf einen hoheren Wert zwi- 
schen 5 und 6,5 eingestellt. Die Einstellung des pH wird mit 
Hilfe von 2N Soda oder einer alkalischen Saccharose-Losung 
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vorgenommen (Saccharose 400 g/1; Soda 2N) . Die letztere Losung 
ist vorteilhaft, denn sie gestattet eine leichte Erhohung der 
Zellendichte der Kultur und der Produktion des Enzyms. 

Zusatze wie etwa Maltose (20 g/1) und das Tensid Tween (1%) 
begunstigen die Ausscheidung des Enzyms in das extrazellulare 
Medium in loslicher Form, 

Die nachstehende Tabelle 1 gibt die Ergebnisse von drei Kultii- 
vierungsversuchen wieder, die unter verschiedenen Bedingungen 
durchgefiihrt worden sind. 
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TABELLE 1 



Bedingungen 

der Kultivierung 



Gesantte E>ctrazel- 

enzyma- lulare 

tische losliche 

Alctivitat Aktivitat 
E/ml E/ml 



Konzentration 
an Unloslichem 
(Zellen + Poly- 
saccharide) 
mg/ml 



Unlosliche 
Aktivitat 



E/ml 



Versuch 1 : Er lenmever 
ohne pH-Regulierung 
Standardmedium 



3,5 



0,35 



7,9 



0,4 



Versuch 2: 2 l-Femventer 
Standardmedium + Malto- 
se (20 g/1) + Tween® 
(1%) , ohne pH-Regulie- 
rung 



2,75 



0,6 



4/3 



0,5 



Versuch 3: 2 1-Fermenter 
Standardmedium + Malto- 
se (20 g/1) + Tween® 
(1%) + f^-Regulierung 
auf pH 5,6 durch Zu- 
gabe v. alkischer Sac- 
charose (Saccharose 
400 g/1, 2N Soda) 



4,0 



0,6 



8,4 



0,4 
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Die Temperatur des Kulturmediums betragt 27 »C. Es wird mit 
500 U/min geruhrt und mit 1 vvm beliiftet. 

Nach 6 h 30 min langem Kultivieren betragt die Enzymkonzentra- 
tion im Kultur medium 4 E/ml bei Versuch 3, davon 0,6 E/ml in 
loslicher extrazellularer Enzymform. 85% der Glucosyltrans- 
ferase sind an Zellen und/oder Polysaccharide in Form unlos- 
licher Aggregate gebunden. 

Nach dem Wachstum werden die verschiedenen Formen des Enzyms 
aus dem Kulturmedium durch FSllung in Gegenwart von Poly- 
ethylenglycol geringer Molmasse (PEG 1500) extrahiert. Die 
gesamte Enzymaktivitat fallt gleichzeitig mit dem durch die 
Bakterien erzeugten Polysaccharid und den Zellen aus, wenn die 
Konzentration an PEG 1500 20% (Gew./Vol.) erreicht. 

Die gefallte Fraktion wird zentrif ugiert (lo min, 10 000 g) 
Oder nach dem Absetzen auf gearbeitet (12 h, 4«'C, in Gegenwart 
eines Bakteriostatikums wie z.B. Natriumsulf it mit 1 g/1 oder 
Natriumbenzoat mit 2 g/1) . Nach zwei auf einanderf olgenden Ex- 
traktionen mit Polyethylenglycol wird das Enzympraparat lyo- 
philisiert. Die Ausbeute der Enzymextraktion liegt bei 100%. 

Enzymatische Svnthese v o n Ol iaodextranen mit loslichei- 
und unlosllcher Glucosvltra n sf eras^ von L. mesenteroi 
B-1299 

Die Synthese wird unter f olgenden Bedingungen durchgef uhrt : 
Saccharose: 100 g/1 
Maltose: 50 g/1 
Temperatur: 3 0°c 

20 mM Natriumacetat-Puf f er , pH 5,2 

Natriumazid: 0,5 »/„„ (Bakterizid) 

Enzymkonzentration : 0,3 E/ml. 
Nach 20stundiger Reaktion wird das Enzym durch Warme inakti- 
viert (30 min, SQOC) , dann werden die Ol igodextrane mit Hilfe 
der vorstehend beschr iebenen HPLC-Methode analysiert. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengestellt . 
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TABELLE 2 

Zusaimnensetzuna des Reaktionsmediums nach Einwirkung loslicher 
und unloslicher Glucosvltransf eras e von L. mesenteroides 
B-1299 



Zucker Konzentration, g/1 



Fructose 




52 , 0 


Maltose 




15, 3 


Panose (Trisaccharid) 




16, 6 


Oligodextran mit D.P. 


4 


14,9 


Oligodextran mit D.P. 


4, enthaltend 




eine a(l -^^ 2)-Bindung 




5,3 


Oligodextran mit D.P. 


5 


7,0 


Oligodextran mit D.P. 


5 , enthaltend 




eine a(l 2)-Bindung 




18, 0 


Oligodextran mit D.P, 


>5 , enthaltend 




wenigstens eine a { 1 


2)^Bindung 


5,9 


Ausbeute an Oligodextranen , enthaltend 




eine a(l 2)-Bindung 


* 


30% 


Ausbeutie der Reaktion 


des Bindungspartners ** 


84% 



Die Ausbeuten werden auf folgende Weise ausgedrilckt: 



(*) [Oligodextrane a(l - 2)], g/1 

0,474 • (Saccharose) + (Maltose), g/1 

(★*) [Oligodextrane, gesamt] , g/1 

0,474 • (Saccharose) + (Bindungspartner Anfang - Bindungsp. Ende) , g/1 



Enzymatische Svnthes e von Qliaodextranen mit loslicher 

und unloslicher Glucosvl transf erase von L, Tnesenteroides 
B-1299 in Geaenvart von Zusatzen 



Drei Synthesen 1, 2 und 3 werden unter folgenden Bedingungen 
durchgef iihrt : 

Saccharose: 100 g/1 

Maltose: 33 g/1 
- 20 mM Natriumacetat-Puf f er , pH 5,2 

Natriumazid: 0,5 / „ o 

Enzymkonzentration: 1 E/ml, 
" Temper a tur: 30 

allerdings mit folgenden Unterschieden : 

* Synthese 1: Inkubationsdauer 6 h (ohne Zusatz) , 

* Synthese 2: Inkubationsdauer 23 h, in Gegenwart von 500 mM 
Magnesiumchlorid und 5 mM Calciumchlorid , 

* Synthese 3: Inkubationsdauer 23 h, in Gegenwart von 300 mM 
Calciumchlor id • 

Nach der angegebenen Inkubationszeit wird das Enzym durch 
Warme inaktiviert (30 min, 80oc) , dann werden die Oligodextra- 
ne mit Hilfe der vorstehisnd beschriebenen HPLC-Methode analy- 
siert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt . 

Die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion verlangsamt 
sich stark in Gegenwart hoherer Konzentrationen an Salzen 
(Calciumchlorid und Magnesiumchlorid) • Jedoch laftt sich eine 
Starke Zunahme an wenigstens eine a(l ^ 2)-Bindung enthalten- 
den Oligodextranen gegenuber der Kontrollsynthese (durchge- 
fiihrt ohne Zusatz) feststellen. 
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TABELLE 3 



Zusammensetzunq des Reakt ionsmediunis nach Einwirkung loslicher 
und unloslicher Glucosyltransf erase von L. mesenteroides 
B-1299 in Geqenwart von Zusatzen 



Zucker 


Synthese 1 


Synthese 2 


Synthese 3 


Fructose 


53,7 


47,3 


54 , 6 


Maltose, Leucrose 




11, 0 


8,9 


Panose 


6,6 


9,7 


6, 0 


Oligodextran init D.P. 4 


8,3 


7,7 


6, 0 


Oligodextran mit D,P. 4, 








enth. eine a(l 2)-Bindung 


1>9 


5,9 


3,7 


Oligodextran mit D.P. 5 


5/0 


5 , 4 


4,0 


Oligodextran mit D.P. 5, 








enth. eine a(l 2)-Bindung 


12,2 


22,8 


17,9 


Oligodextran mit D.P. >5, 








enth. eine a(l 2)-Bindung 


3,8 


8,8 


11, 2 


Ausbeute an Oligodextranen, 








enth. eine a(l — 2)-Bindung 


22% 


47% 


41% 


Ausbeute der Reaktion 








mit dem Bindungspartner 


52% 


75% 


61% 



BEISPIEL 2 

Synthese von oriaodextranen mit loslicher Glucosyltransf erase 
von L. mesenteroides B~1299 

Nach Zentrif ugieren des Kulturmediums zur Beseitigung der Zel- 
len und der unloslichen Polymere (10 000 g, 20 min) wird der 
Uberstand einer Fliissig/ f lussig-Extraktion mit Polyethylen- 
glycol 1500 gema5 dem in Beispiel 1 beschr iebenen Verfahren 
unterworfen. Die Ausbeute der Glucosyltransf erase-Extrakt ion 
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betragt mehr als 85%, Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt. 
Das Enzym wird dann in 2 0 mM Natriumacetat-Puf f erlosung, 
pH 5,2, gefroren Oder lyophilisiert . 

Die Synthese wird unter folgenden Bedingungen durchgef uhrt : 

- Saccharose: 100 g/1 
Maltose: 50 g/1 

- Temperatur: 30 °C 

- 2 0 iriM Natriumacetat-Puf fer, pH 5,2 
Enzymkonzentration: 0,5 E/ml. 
Reaktionsdauer : 4 

Nachdem die Saccharose vollstandig durch die Glucosyltransf e- 
rase verbraucht ist^ wird das Enzym durch Warine denaturiert 
(30 xnin, 80°C) . Die Analyse der im Reaktionsmedium vorhandenen 
Oligodextrane wird mit Hilfe der vorstehend beschriebenen 
HPLC-Methode durchgef uhrt . Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 
wiedergegeben * 

TABELLE 4 

Zusammensetzunq des Rea ktionsmediums nach Einwirkuna loslicher 
Glucosvltransf erase von L> mesenteroides B-1299 



Konzentration, g/1 



Fructose 




50, 5 
11, 6 
17,4 
19, 0 


Maltose 




Panose 




Oligodextran mit D.P. 


4 


Oligodextran mit D.P, 


4, enthaltend 




eine a(l 2)-Bindung 




3,1 


Oligodextran mit D.P. 


5 


9,9 


Oligodextran mit D.P, 


5 , enthaltend 


eine a{l - 2)-Bindung 




18, 2 


Oligodextrane mit D.P. 


> 5, enthaltend 




wenigstens eine a(l ^ 


2 ) -Bindung 


13 , 6 


Ausbeute an Oligodextranen , enthaltend 




wenigstens eine q(1 — 


2 ) -Bindung 


36% 


Ausbeute der Reaktion 


des Bindungspartners 


95% 
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Bei den Ausbeuten sind die Oligodextrane mit D.P. grower oder 
gleich 7, die auf den mit Hilfe dieser Methode erhaltenen 
Chromatograinmen nicht in Erscheinung treten, nicht beriicksich- 
tigt- 

BEISPIEL 3 

Svnthese von Oligodextranen mit: unloslicher Glu cosvltrans- 
ferase von L> mesenteroides B-1299 

Das Kulturmedium wird zentrif ugiert (2 0 min, 10 000 g, 4*^0) , 
dann wird der Zentrif ugationsriickstand mehrere Male mit 20 mM 
Natriumacetat-Puf fer, pH 5,2, gewaschen. Dann wird die Losung 
lyophilisiert, so da3 jegliche bakterielle Vermehrung vermie- 
den wird. 

Die Synthese der Oligodextrane wird unter folgenden Bedingun- 
gen durchgef iihrt : 

- Saccharose: 100 g/1 
Maltose: 50 g/1 
Temperatur: 30 °C 

2 0 mM Natriumacetat-Puf f er , pH 5 , 2 
Natriumazid: 0,5°/oa 

- Enzymkohzentration: 0,9 E/ml. 

Nach 8 h Inkubation ist die Saccharose vollstandig aufge- 
braucht. Tabelle 5 gibt die Zusammensetzung der Oligodextrane 
im Synthesemedium wieder. 
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TABELLE 5 



Zusammensetz ung des Reakt ionsmediums nach Einvirkung unlos- 



teroides B— 1299 
ZuckejT 




Konzentration , g/1 


Fructose 




51,2 


Maltose 




22,0 


Panose 




12 ,8 


Oligodextrane mit D.P. 


4 


9,6 


Oligodextrane mit D.P. 


4, enthaltend 




eine a(l -* 2)-Bindung 




5,7 


Oligodextrane mit D.P. 


5 


3,7 


Oligodextrane mit D.P. 


5, enthaltend 




eine a(l — 2)-Bindung 




13 , 9 


Oligodextrane mit D.P. 


> 5, enthaltend 




wenigstens eine a(l 


2) -Bindung 


3,7 


Ausbeute an Oligodextranen, enthaltend 

wenigstens eine a(l — 2)-Bindung 

Ausbeute der Reaktion des Bindungspartners 


24% 
65% 



BEISPIEL 4 

Einf lufl der Ko nzentration der loslichen Glucosvltransf erase 

— mesente roides B-1299 auf die Synthese von Oligo- 
dextranen 

Versuchsbedingungen : 

Saccharose: 100 g/1 
Maltose: 50 g/1 

20 mM Natriumacetat-Puf f er , pH 5,2 
- Temperatur: BO'^C 
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Es sind drei Enzymkonzentrationen angewandt worden: 0,17, 0,5 
und 2 E/ml. Nach vollstandigem Verbrauch der Saccharaose 
werden die drei Reaktionsmedien analysiert. Die Ergebnisse der 
drei Synthesen sind identisch spwohl im Hinblick auf die Aus- 
beute der Reaktion des Bindungspartners als auch auf die Aus- 
beute an Oligodextranen, die wenigstens eine a{l — 2)-Bindung 
enthalten* 

BEISPIEL 5 

Einf lufi des pH auf die enzymatische Synthase von Oligo- 
dextranen 

Versuchsbedingungen : 

- Saccharose: 100 g/1 

- Maltose: 50 g/1 

- Temper a tur: 3 0**C 

- Enzymkonzentration: 1 E/ml 

- 3 0 inM Natriumcitrat/phosphat-Puf f er . 

Es sind drei pHs gepriift worden: 5,2, 6,0 und 6,4. Die Akti- 
vitat des loslichen und unloslichen Enzyms fallt leicht, wenn 
der pH tiber 6,0 liegt. Jedoch wird im Hinblick auf die Zusam- 
mensetzung der Oligodextrane im Reaktionsmedium kein signifi- 
kanter Unterschied aufgrund des pH-Werts beobachtet. 

BEISPIEL 6 

Synthase von Oligodextranen in Gegenvart einer Mischung von 
Isomaltose und Isomaltotr iose als Bindungspartner mit unlos- 
licher Glucosyltransf erase von L. mesenteroides B-1299 

Versuchsbedingungen : 

Saccharose: 100 g/1 
Bindungspartner: 50 g/1 
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Zusammensetzung des Bindungspartners : 

Isomaltose: 59% 

Isomaltotriose: 3 6% 

Glucose: 5% 

Temper a tur: 3 0°C 

Natriumazid: 0,5 

20 mM Natriumacetat-Puf f er , pH'5,2 
Enzymkonzentration: 1 E/ml. 



Nach Verbrauch der Saccharose wird die Analyse des Reaktions- 
mediums mit Hilfe der vorstehend beschriebenen HPLC-Methode ^ 
durchgefUhrt (Tabelle 6) . 

TABELLE 6 

Zusammensetzung d es Re a k t i o nsmediums nach Finwirkuncr nnloe- 
licher Glucosyltransf erase von r.. meseniierQides B-i:>qq 



Zucker 



Konzen.tr at ion, g/1 



Fructose 


53,0 


Isomaltose 


15,0 


Isomaltotriose 


6,1 


Oligodextrane mit D.P. 4, enthaltend 




eine a(l - 2)-Bindung 


10, 4 


Isomaltotetrose 


2,4 


Oligodextrane mit D.P. 5, enthaltend 




eine a(l - 2)-Bindung 


9,4 


Ausbeute an Oligodextranen, enthaltend 




wenigstens eine a(i - 2)-Bindung 


20,5% 


Ausbeute der Reaktion des Bindungspartners 


29,0% 
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BEISPIEL 7 

Svnthese von Oliaodextranen in Geaenwart von g-Methvlalu cosid 
mit Glucosvltransf erase von L. mesenteroides B-1299 

Versuchsbedingungen : 

Saccharose: 100 g/1 

a-Methylglucosid : 50 g/1 
- iibrige Versuchisbedingungen siehe Beispiel 6. 

Nach Verbrauch der Saccharose ergibt die HPLC-Analyse des 
Reaktionsmediuitis folgende Ergebnisse (Tabelle 7) . 

TABELLE 7 

Zusammensetizunq des Reakti onsmediums nach Einvirkuna unlos- 
licher Glucosvltiransf erase von L. mesentieroides Br-1299 

Zucker Konzentration, g/ 1 



Fructose 53,0 

a-Methylglucosid 3 4,0 

Methylisomaltosid 4,8 
Methylierte Oligodextrane, enthaltend 

eine a(l -* 2)-Bindung 9,3 

Methylisomaltotriosid 1,4 

Methylisomaltotetrosid 0,8 



Ausbeute an Oligodextranen , enthaltend 

wenigstens eine a(l — 2)-Bindung 10% 
Ausbeute der Reaktion des Bindungspartners 26% 
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BEISPIEL 6 

Enzyrnatische Synthase von Olioodextranen in Geqenwart ver^ 
schiedener Saccharose-Konzentrationen mit: loslicher und unlos- 
licher Glucosvltransf erase von L. mesenteroides B-1299 

Versuchsbedingungen : 

- Temper atur: 3 0 °C 

- 2 0 mM Natriumacetat-Puf f er , pH 5,2 

- Natriumazid: 0,5 ^/^^ 

- Verhaltnis Saccharose/Maltose: 3 

Synthase 1: 

- Trockenmaterial : 20% (Gew./Gew.) 

- Saccharose: 15% (Gew,/Gew.) 

- Maltose: 5% (Gew. /Gew. ) 

- Enzymkonzentration: 0,6 E/ml 

Synthese 2 : 

- Trockenmaterial: 35% (Gew. /Gew.) 

- Saccharose: 26% (Gew, /Gew.) 
Maltose: 9%- (Gew. /Gew.) 

- Enzymkonzentration: 1,2 E/ml 

Synthese 3 : 

- Trockenmaterial: 40% (Gew. /Gew.) 

- Saccharose: 30% (Gew. /Gew.) 
Maltose: 10% (Gew. /Gew.) 

- Enzymkonzentration: 1,8 E/ml 

Nach 21stiindiger Reaktion wird das Enzym durch Warme inakti- 
viert (30 min, 80*>C) . Die HPLC-Analysen der Reaktionsmedien 
sind in Tabelle 8 wiedergegeben . 
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TABELLE 8 . 

Zusammensei-^^.nna der 3 .^vnHheseinRd i en nach Einwirkung loslicher 

und unloslicher G.lucosvltr a nsf erase fan Zellen gebunden) von 
L. mesenlieroides B-1299 



Konzentration> g/1 



Zucker 



Synthese 1 Synthese 2 Synthase 3 



Fructose 


9 0 ,0 


150,0 


180, 0 


Maltose 


Q "7 


Q 7 


11. 9 


Leucrose 


6,3 


13,9 


20,4 


Panoses 


11/7 


17,5 


22*9 


Oligodextran init D.P. 4 


14 , 8 


25,5 


35/2 


Oligodextran itiit D.P. 4, 








enth. eine a(l - 2)-Bindung 


5,7 


10, 1 


13,5 


Oligodextran mit D.P. 5 


10, 6 


17,9 


20, 1 


Oligodextran mit D.P. 5, 








enth. eine a(l 2)-Bindung 


28,9 


44,1 


53,4 


Oligodextrane, mit D.P. >5, enth 








wenigstens eine a(l 2) -Bind. 


15, 1 


36,6 


46,2 


Ausbeute an Oligodextranen , 








enth. eine a (1 -* 2)-Bindung 


39% 


40, 5% 


38% 


Ausbeute der Reaktion 








des Bindungspartners 


76% 


75% 


70% 



Das synthesemedium wird anschliefiend der Einwirkung einer Mi- 
schung aus Glucoamylase von A. niger (2 E/ml) und Endodextra- 
nase von Penicillium sp. (17 E/ml) fur 6 h bei 40«C unterwor- 
fen. Die enzymatische Reaktion wird durch 30ininutiges Erhitzen 
auf 90 °C gestoppt. Glucose und Fructose werden durch Chromato- 
graphie an einem Austauscherhar z in der Calcium-Form abge- 
trennt . 
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Die Konzentration an Oligodextranen im Reaktionsmedium, die 
eine a(l - 2 ) -glucosidische Bindung enhalten, betragt 57 g/i 
fiir Synthese i, 107 g/1 fur Synthese 2, und 122 g/1 fiir Syn- 



these 3 



Die Verteilung der Oligodextrane ist wie folgt; 





Synthese 1 
% 


Synthese 2 

% 


Synthese 3 

% 


Oligodextrane mit D.P. 4, 








enth, eine a(l 2) -Bindung 
Oligodextrane xnit D.P. 5, 


24 


26 


30 


enth. eine a(l — 2) -Bindung 
Oligodextrane mit D,P, 6, 


69 


65 


57 


enth. eine a(l 2) -Bindung 
Oligodextrane mit D.P, 7, 


4 


5 


7 


enth. eine a(l 2) -Bindung 


3 


4 


6 


BEISPIEL 9 






Svnthese von oliaodextranen 


in Geaenwart 




Glucose-Sirups TNutriose R 


725) mit loslicher und 


unloslicher 



Glucosvltransferase v on L. mesenteroides B-1299 

Nutriose R 725 ist ein Produkt der Societe Roquette Freres 
(Lestrem, Frankreich) , das einen erhohten Gehalt an Maltose 
und Maltotriose enthalt. 



Mittlere Zusammensetzung des Glucose-Sirups Nutriose R 72 
Trockenmaterial : 68% (Gew./Gew.) 
Glucose: 1,5% 
Maltose: 77% 
Maltotriose: 20% 
Produkte mit D,P. >4 : 1,5% 
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Dieser Glucose-Sirup wird als Bindungspartner unter folgenden 
Bedingungen verwendet : 

Synthese 1: 

- Saccharose-Konzentration: 100 g/1 
Nutriose R 725: 68 g/1 

- ' Verhaltnis Saccharose/Maltose: 2 

- Enzymkonzentration: 0,3 E/ml 

- iibrige Bedingungen: siehe Beispiel 8 

Synthese 2 : 

- Saccharose-Konzentration: 100 g/1 
Nutriose R 725: 42 g/1 
Verhaltnis Saccharose/Maltose: 3 
Enzymkonzentration: 0,3 E/ml 

iibrige Bedingungen: siehe Beispiel 8 ^ 

Nach 21stundiger Inkubation wird das Reaktionsmediuiti mittels 
HPLC analysiert. Die ErgebnisSe sind in Tabelle 9 zusammen- 
gefafit. 



TABELLE 9 



Zusaininenset:zuna des Reaktionsmediums nach Einvirk una loslicher 
und unloslicher Glucosyltransf erase von L. me senteroides 
B-1299 



Konzentration , g/ 1 



Zucker 


Synthese 1 


Synthese 2 


Fructose 


53,0 


52, 0 


Maltose 


18, 2 


9,7 


fiaxuou.rj.ose 




4 8 


Panose 


21,7 


8,7 


Oligodextran itiit D.P. 4 


14,3 


8,2 


Oligodextran itiit D*P. 4, 






enth. eine a(l 2)-Bindung 


4,3 


2,0 


Oligodextran mit D.P. 5 


4,9 


4,6 


Oligodextran mit D.P. 5, 






enth. eine a(l 2)-Bindung 


15, 0 


12,9 


Oligodextrane mit D.P. > 5, enth. 






wenigstens eine a(l 2) -Bind. 


3,8 


8,5 


Ausbeute an Oligodextranen , 






enth. eine a(l 2)-Bindung 


21% 


26% 


Ausbeute der Reaktion 






des Bindungspartners 


74% 


60% 



Das Synthesemedium wird anschlieftend der Einwirkung einer Mi- 
schung aus Glucoamylase von A. niger (2 E/ml) und Endodextra- 
nase von Penicillium sp. (17 E/ml) fur 6 h bei 40°C unterwor- 
fen. Die enzymatische Reaktion wird durch 30minutiges Erhitzen 
auf 90*=*C gestoppt. Glucose und Fructose werden durch Chromato- 
graphie an einem Austauscherharz in der Calcium-Form abge- 
trennt. 
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Die Konzentration an Oligodextranen im Reaktionsmedium, die 
eine a ( 1 — 2 ) -glucosidische Bindung enhalten, betragt 30 g/1 
fiir Synthase 1 und 35 g/1 fiir Synthese 2. 

Die Verteilung der Oligodextrane ist wie folgt: 



Synthese 1 Synthese 2 
% % 



Oligodextrane mit D.P,4, 






enth, eine a(l - 2) -Bindung 
Oligodextrane mit D.P, 5, 


23 


2 3 


enth. eine a(l 2) -Bindung 
Oligodextrane mit D.P. 6, 


72 


70 


enth. eine a(l -* 2) -Bindung 
Oligodextrane mit D.P. 7/ 


3 


4 


enth. eine a(l -* 2) -Bindung 


2 


3 


BEISPIEL 10 






Hydrolyse von Ol iaodextranen durch m iif-^opimvi ;:^c.^ wr^r. i 


niaer 


Oder eine Mischuna aus Glucoamylase von 


A. nicrer und 


Endo- 



dextranase von Penicillium sp. 



Die verschiedenen Reaktionsmedien der Beispiele 1 bis 9 ent- 
halten Oligodextrane, deren Polymerisationsgrad sich mit den 
Reaktionsbedingungen andert. Es ist moglich, ein Produkt von 
Oligodextranen mit D.P. 4 und 5, enthaltend eine a(l 2) -Bin- 
dung, anzureichern durch Einwirkung von Hydrolasen, die aus- 
schlieBlich die Bindungen a{l 6) und a(l -* 4) angreifen. 

Ausgehend vom nichtreduzierenden Ende hydrolysiert die Gluco- 
amylase von A. niger die Bindungen a(l 4) und a{l 6) der 
Oligodextrane. Ihre Wirkung wird durch das Vorhandensein einer 
a(l - 2) -glucosidischen Bindung blockiert, ganz gleich wo 
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deren Position im Oligodextran ist. Die Endodextranase hydro- 
lysiert endolytisch ausschlieBlich a(l - 6) -glucosidische Bin- 
dungen in Substraten mit einem Polymerisationsgrad von 3 oder 
darviber. Jedoch hydrolysiert die Endodextranase keine Oligo- 
dextrane mit D.P. 4 und D.P. 5, die eine a(l - 2 ) -glucosidi- 
sche Bindung am nichtreduzierenden Ende enthalten. Die kom- 
binierte Wirkung dieser beiden Enzyme erlaubt die Gewinnung 
eines Produkts, das hauptsachlich aus Oligodextran mit D.P. 4 
und Oligodextran mit D.P. 5 besteht. 

Die im Medium durch die Wirkung von Glucosyltransterase von 
L. mesenteroides B-1299 auf Saccharose freigesetzte Fructose 
sowie die durch die Hydrolasen gebildete Glucose lassen sich 
gleichzeitig abtrennen mittels Chromatographic an Austauscher- 
harzen in der Calcium-Form, eine bekannte Technik, weitgehend 
industriell entwickelt fur die Herstellung von Sirups rait 
hohen Fructose-Gehalten . 

Lafit man die Glucoamylase von A. niger alleine einwirken, so 
zeigen die erhaltenen Oligodextrane einen hoheren mittleren 
Polymerisationsgrad als im vorhergehenden Fall; tatsachlich 
wird die Wirkung der Glucoamylase am nichtreduzierenden Ende 
des Oligodextrans in Gegenwart einer a(l - 2 ) -glucosidischen 
Bindung gestoppt. 

Hydrolysebedingungen : 

Verdiinnung des Reaktionsmediums auf l/io 

Zugabe der Amyloglucosidase NOVO (300 AGE/ml) : 3 AGE/ml 
Zugabe der Dextranase L AMANO (5000 E/ml) : 17 E/ml 

- Tempera tur: 4 0'>C 

- Hydrolysedauer : 6 h 

Nach estiindiger Inkubation werden die beiden Enzyme durch Hit- 
ze inaktiviert (30min, lOQoC) . Die HPLC-Ana lysen der beiden 
Reaktionsmedien nach Behandlung mit den beiden Hydrolasen sind 
in Tabelle 10 wiedergegeben . 
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TABELLE 10 



Oligcxiextrane 
enthaltend 
eine a(l 2)- 
Bindung, 
D.P. 4 



Oligodextrane 
enthaltend 
eine a(l -* 2)- 
Bindung 
D.P. 5 



Oligodextrane 
enthaltend 
eine a(l 2)- 
Bindung 
D.P. >5 



Bindungspartner : 
Maltose; 

Synthesebedingungen : 
siehe Beispiel 3 



8 g/1 



17 g/1 



2 g/1 



Bindungspartner: 
Isoinaltose, Iso- 
maltotriose; 
Synthesebedingungen : 
siehe Beispiel 6 



22 g/1 



5 g/1 



1 g/1 



I 



BEISPIEL 11 



Synthese und Reiniauna von Oliabdextranen . die eine a f 1 2 ) 

Binduna enthalten. mit loslicher und unloslicher Glucosyl- 

tiransferase von Leuconostoc mesenteroides B -1299 

Nachdem die Glucosyltransf erase wie in Beispiel 1(a) herge- 
stellt und gereinigt wordein ist, wird die Synthese der Oligo- 
dextrane unter den folgenden Bedingungen vorgenommen : 

- Saccharose: 100 g/1 
Bindungspartner : Nutriose R 725: 44 g/1 
(Maltose 33 g/1) 

- Verhaltnis Saccharose/Maltose: 3 

- Enzymkonzentration: 0,3 E/ml 
Natriumazid: 0,5 ""/oo 

pH 5,6 (eingestellt mit IN Salzsaure) 
Temperatur: 30 °C 

- Inkubationsdauer : 40 h 

- Reaktionsvolumen 2,5 1 

Die enzymatische Reaktion wird gestoppt durch 15Tninutiges Er- 
hitzen auf 90°C. 

Nach der Synthese ist die ZusainTuensetzung des Reaktionsmediums 
wie folgt: 

- Fructose: 49 g/1 
Leucrose: 6 g/1 
Maltose: 3 g/1 
Maltotriose: 7,5 g/1 . 
Panose : 12 g/ 1 

Oligodextran mit D.P. 4, enthaltend 
eine a(l — 2)-Bindung: 3 g/1 
Oligodextran mit D.P- 4: 13 g/1 
Oligodextran mit D.P- 5, enthaltend 
eine a(l -* 2)-Bindung: 15 g/1 
Oligodextran mit D.P. > 5, enthaltend 
eine a(l — 2)-Bindung: 10 g/1 
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Das Medium enthalt auch Oligodextrane mit hoherem D.P., die 
nicht in der chromatographischen Analyse des Synthesemediums 
erscheinen. 

Das Synthesemedium wird anschlieflend der Einwirkung einer Mi- 
schung aus Glucoamylase von A. niger (3 E/ml) und Endodextra- 
nase von PeniciHium sp. (17 E/ml) fur 6 h bei 40°C unterwor- 
fen. Die enzymatische Reaktion wird durch 30minutiges Erhitzen 
auf 90*»C gestoppt. Glucose und Fructose werden durch Chromatd- 
graphie an einem Austauscherharz in der Calcium-Form abge- 
trennt . 

Man erhalt so 40 g Oligodextrane, die eine a(l — 2)-Bindung 
enthalten, mit einer Reinheit von 94%. Die Verteilung der 
Oligodextrane ist wie folgt: 





Glucose, Leucrose 






6 




Oligodextrane mit D.P. 
eine a(l 2)-Bindung 




enthaltend 


24 




Oligodextrane mit D.P. 
eine a(i - 2)-Bindung 


5, 


enthaltend 


56 




Oligodextrane mit D.P, 
eine a ( 1 -> 2)-Bindung 


6, 


enthaltend 


7 




Oligodextrane mit D.P. 
eine a(l 2)-Bindung 


7, 


enthaltend 


7 



Das Praparat wird schlieBlich lyophilisiert . Nach der Lyophi- 
lisierung liegt das Produkt in Form eines wei/ien, nicht hygro- 
skopischen Pulvers vor, ohne Zuckergeschmack und leicht los- 
lich in Wasser. Seine Loslichkeit in Wasser bei 20°C betragt 
70% (Gew. /Gew. ) . 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von Oligodextranen, die eine 
a(l -* 2) -glucosidische Bindung enthalten, entsprechend der ) 
allgemeinen Formel [O-a-D-Glucopyranosyl- ( 1 2)]- 
[O-a-D-glucopyranosyl- ( 1 6) ]^A, worin A der Rest eines 
Glucose-bindenden Zuckers ist, ausgewahlt aus Maltose, 
Isomaltose, Isomaltotriose, a-Methylglucosid und Glucose, 

n den Wert 1, 2 oder 3 hat, die Qt(l 2 ) -glucosidische 
Bindung sich am nichtreduzierenden Ende befindet oder 
einen Verzweigungspunkt eines jeden Oligodextrans bildet , 
dadurch gekennzeichnet , da3 Saccharose und ein Glucose- 
bindender Zucker, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Maltose, Isomaltose, Isomaltotriose, a-Methy Iglucosid und 
Glucose, in Gegenwart des Enzyms Glucosyltransf erase , ge- 
wonnen aus dem Stamm NRRL B-1299 des Lactobakteriums 
Leuconostoc mesenteroides etwa 2 bis 4 8 h lang in waBrigem 
Milieu zusammengebracht werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der 
pH wahrend der enzymatischen Reaktion zwischen 4,5 und 6 
gehalten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die enzymatische Reaktion bei einer Temperatur von 
etwa 5 bis 45°C durchgefiihrt wird. 

4- Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1 bis- 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Gewichtsverhaltnis von Saccharo- 
se/Glucose-bindender Zucker zwischen 0,5 und 10 liegt. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daft 
dieses Verhaltnis zwischen 2 und 4 liegt. 

6. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Enzym-Konzentration zwischen 0,2 
bis 1,0 Einheiten/ml Reaktionsmedium liegt. 

7. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet , daft es in Gegenwart wenigstens eines Addi- 
tivs, ausgewahlt aus Monoglyme, Diglyme, Magnesiumchlorid 
und Calciumchlorid, durchgef iihrt wird . 

8. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daft es einen zusatz lichen Schritt umfaftt, 
der darin besteht, auf das Reaktionsmedium nach Entfernung 
Oder Inaktivierung des Glucosyltransf erase-Enzyms wenig- 
stens ein Hydrolase-Enzym einwirken zu lassen, urn die im 
Reaktionsmedium vorhandenen Oligodextrane ohne a(l 2)- 
glucosidische Bindung selektiv zu hydrolysieren. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Hydrolase eine Glucoamylase von Aspergillus niger und/oder 
eine Endodextranase von Penici Ilium sp. ist. 

10. Oligodextrane, entsprechend der allgemeinen Formel 
[O-a-D-Glucopyranosyl- (1 -* 2) ] [O-a-D-glucopyranosyl- 

(1 6)]^A, worin A der Maltose-Rest ist, n den Wert 1, 2 
Oder 3 hat, die a(l 2 ) -glucosidische Bindung sich am 
nichtreduzierenden Ende befindet oder einen Verzweigungs- 
punkt eines jeden Oligodextran bildet. 

11. Verwendung von 01 igodextranen , die eine a(l — 2) -gluco- 
sidische Bindung enthalten und der allgemeinen Formel 
[0-a-D-Glucopyranosyl-(l ^ 2 ) ] [0-a-D-glucopyranosy 1- 

(1 — 6)]^A entsprechen, worin A der Rest eines Glucose- 
bindenden Zuckers ist, ausgewahlt aus Maltose, Isomaltose, 
Isomaltotriose, a-Methy Iglucosid und Glucose, n den V^ert 



- 33 - 



1, 2 Oder 3 hat, die a(l - 2 ) -glucosidische Bindung sich 
am nichtreduzierenden Ende befindet oder einen Verzwei- 
gungspunkt eines jeden Oligodextrans bildet, als Fiillstoff 
in Zuckerersatzstof f en oder als Nahrungszusatze, die eine 
gunstige Wirkung auf die Darmf lora in Mensch und Tier aus- 
tiben* 



